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Resumo
Objetivo: Avaliar a ação antimicrobiano do gás ozônio (O
3
) em superfícies e ar ambiente climatizado 
artifi cialmente.
Métodos: Estudo experimental/laboratorial e transversal realizado em dez salas de um laboratório de pesquisa 
em microbiologia médica, com risco de segurança biológica classe 2. As superfícies demarcadas do chão, 
parede e bancada foram avaliadas, quanto à presença ou ausência de micro-organismos, a partir de coletas 
feitas com swab umedecido em água destilada estéril, antes e após a exposição do gás O
3 
gerado por dois 
equipamentos distintos. Após este procedimento, o swab foi inoculado na superfície do meio de cultura Brain 
Heart Infusion Agar DIFCO® (BHI), seguindo-se a incubação a 35ºC por 24 horas. Para a análise microbiológica 
do ar, uma placa com BHI foi exposta aberta por uma hora, antes e após o tratamento do gás O
3, 
sendo
incubadas segundo os mesmos critérios. 
Resultados: A atividade antimicrobiana do gás O
3
 gerado por ambos os equipamentos foi constatada para todas 
as áreas investigadas, com registros de redução do número de Unidades Formadoras de Colônias. O potencial de 
inibição antimicrobiana dos aparelhos se manteve próximo para os critérios de análise adotados, com destaque 
para as áreas de chão e bancada. Considerando-se todas as salas e percentuais de inibição microbiana, frente 
aos dois equipamentos, os resultados foram: chão (100%), bancada (90%), parede (50%) e ar, 70%. 
Conclusão: Os equipamentos geradores de gás O
3
 apresentaram potencial antimicrobiano para medida de 
controle de microrganismos presentes em superfícies e ar ambiente climatizado artifi cialmente, sendo um 
sanitizante factível para utilização.
Abstract
Objective: Assess the antimicrobial action of ozone gas (O
3
) on surfaces and artifi cially cooled ambient air.
Methods: Cross-sectional experimental/laboratory study carried out in ten rooms of a medical microbiology 
research lab, with class 2 biosafety risk. The demarcated surfaces on the fl oor, wall and counter were assessed 
in relation to the presence or absence of microorganisms, based on collections done with swabs dampened 
in sterile distilled water, before and after exposure to ozone gas produced by two different generators. After 
this procedure, each swab was inoculated on the surface of a Brain Heart Infusion Agar DIFCO® (BHI) culture, 
followed by incubation at 35ºC for 24 hours. For the microbiological analysis of the air, a petri dish with BHI 
was openly exposed for one hour, before and after treatment with O
3 
gas, and were incubated according to 
the same criteria. 
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Introdução 
O controle de Infecções Relacionadas à Assistência 
à Saúde (IRAS) representa um assunto sensível para 
a saúde pública, por ser motivo de morbidade, mor-
talidade e custos elevados, sobretudo em países em 
desenvolvimento.(1-3)    
O ambiente participa efetivamente na transmis-
são de micro-organismos, onde a contaminação de 
superfícies inanimadas é o potencial reservatório. 
Os equipamentos e as superfícies de áreas hospita-
lares exercem um papel na disseminação de IRAS, 
muitas vezes, como reservatórios secundários, sendo 
capaz de promover contaminação cruzada.(4)  Neste 
cenário, não menos importante, o uso de condicio-
nadores de ar como prática de climatização ambien-
tal artificial mantém o ar reciclado com partículas 
microbianas e aerossóis, que comprometem a qua-
lidade do mesmo, constituindo-se como fator de 
risco para a doença infecciosa.(5)
As práticas de limpeza e desinfecção (L/D) de 
ambientes, superfícies e equipamentos fazem parte 
dos programas de controle de infecção, na tentati-
va de adequar o ambiente, minimizando o risco de 
doenças.(4,6,7) Neste cenário, o uso de desinfetantes 
é uma prática padrão para o controle microbiano, 
incluindo a vaporização com formaldeído, ácido pe-
racético ou clorexidina, hipoclorito de sódio e for-
mulações isoladas ou combinadas com peróxido de 
hidrogênio.(8) Tais métodos têm desvantagens, como 
o alto custo, a prática laboral de preparo, além do 
potencial para inalação dos vapores tóxicos pelos 
profissionais que atuam próximos aos produtos.(9,10) 
Nessa perspectiva, o ozônio é apresentado na 
forma triatômica do oxigênio (O3) e vem sendo 
utilizado como elemento químico de controle de 
microrganismos em diversos segmentos da área da 
saúde, destacando-se no tratamento aos resíduos 
hospitalares,(11) pré-tratamento da cavidade dentá-
ria,(12) desinfecção de máquinas de hemodiálise,(13) 
desinfecção de salas cirúrgicas,(14) entre outros.
Na área de alimentos, o processo de sanitização 
vem sendo estruturado por equipamentos geradores 
de ozônio, resultando em ambiente adequado para 
os processos de maturação de queijos.(15-17)
Considerando a ação antimicrobiana, o O3 atua 
na oxidação de glicopeptídeos, glicoproteínas e ami-
noácidos da parede celular, modificando a permea-
bilidade e ocasionando a lise celular. Ao penetrar no 
interior da célula, o O3 recombina-se com elementos 
citoplasmáticos acarretando a oxidação de aminoáci-
dos e ácidos nucléicos, consequentemente a clivagem 
e morte celular. Além disso, o O3 promove o colapso 
da atividade enzimática celular, atacando os grupos 
sulfidrila de enzimas, bem como modificando as ba-
ses púricas e pirimídicas dos ácidos nucleicos.(18-20)
Results: The antimicrobial activity of the O
3
 gas produced by both generators was checked in all the areas investigated, with records indicating a decrease 
in the number of colony-forming units. The antimicrobial inhibition potential of the generators was close to the analysis criteria adopted, particularly for the 
floor and counter areas. Based on all the rooms and microbial inhibition percentages, in relation to the two generators, the results were: floor (100%), counter 
(90%), wall (50%) and air (70%). 
Conclusion: The O
3
 generators had antimicrobial potential as a procedure for controlling microorganisms present on surfaces and in artificially cooled ambient 
air, constituting a feasible sanitizer.
Resumen
Objetivo: Evaluar la acción antimicrobiana del gas ozono (O
3
) en superficies y en el aire interior climatizado artificialmente.
Métodos: Estudio experimental/de laboratorio y transversal realizado en diez salas de un laboratorio de investigación en microbiología médica, con riesgo de 
seguridad biológica clase 2. Se evaluaron las superficies delimitadas en el piso, pared y mesa en cuanto a la presencia o ausencia de microorganismos, a 
partir de muestras recolectadas con hisopo humedecido en agua destilada estéril, antes y después de la exposición del gas O
3
 generado por dos máquinas 
distintas. Luego de este procedimiento, el hisopo fue inoculado en la superficie del medio de cultivo Brain Heart Infusion Agar DIFCO® (BHI), y después 
incubado a 35 °C por 24 horas. Para el análisis microbiológico del aire, se expuso una placa con BHI abierta durante una hora, antes y después del tratamiento 
del gas O
3
, y luego se incubó con los mismos criterios. 
Resultados: Se constató la actividad antimicrobiana del gas O
3
 generado por ambas máquinas en todas las áreas investigadas, y se registró una reducción 
del número de unidades formadoras de colonias. El potencial de inhibición antimicrobiana de los dispositivos se mantuvo próximo a los criterios de análisis 
adoptados, con énfasis en el área del piso y mesa. Considerando todas las salas y porcentajes de inhibición microbiana, con las dos máquinas, los resultados 
fueron: piso (100 %), mesa (90 %), pared (50 %) y aire (70 %). 
Conclusión: Las máquinas generadoras de gas O
3
 presentaron potencial antimicrobiano como medida de control de microorganismos presentes en superficies 
y aire interior climatizado artificialmente, lo que lo convierte en un desinfectante factible para ser usado.
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Apesar de já ser utilizado em ambiente hospita-
lar há algum tempo, pouco se sabe sobre o poten-
cial desse agente, principalmente em um contexto 
brasileiro de assistência, tendo em vista a escassez 
de estudo sobre o tema. Nessa perspectiva, esta pes-
quisa objetivou avaliar a ação antimicrobiano do 




Trata-se de uma pesquisa experimental/laboratorial 
e transversal realizada em dez salas internas de um 
laboratório de pesquisa em microbiologia clínica, 
que realiza exames bacteriológicos e micológicos 
como parte de projetos de pesquisas. Esse ambien-
te segue os critérios de biossegurança - Nível de 
Biossegurança 2 (NB2), apresentando condições 
físico-químicas estáveis (umidade, temperatura e 
limpeza e desinfecção padrão). No entanto, se ca-
racteriza como uma área crítica, com possibilidade 
de contaminação microbiana. As salas apresentam 
dados comuns quanto à área física, iluminação, 
temperatura, umidade e circulação de pessoas, 
portanto estão sujeitas às mesmas condições de ris-
co microbiano. Fazem parte das bancadas: estufas, 
luminárias, banho maria, computadores e armá-
rios de madeira.
Protocolo do estudo
Dez salas de ambiente controlado, com área de 
9 m2 foram submetidas à análise microbiológica 
antes e após uma hora de exposição do gás O3, 
gerado por dois equipamentos: geradores de O3
- GEO 20000/AR-TD (Mod.I) e GEO 20000/
AR (Mod.II), produzidos pela empresa OZON® 
(Quadro 1). A produção do O3 ocorre por des-
carga eletroquímica, onde o equipamento é com-
posto por dois eletrodos (alta e baixa tensão) que 
são submetidos a diferentes potenciais de ação, 
e a passagem de ar (O2) entre os dois eletrodos 
produz mudança eletrostática, com geração de 
O3. Ressalta-se que o ambiente em que está sen-
do gerado o O3 esteja livre de pessoas. Os experi-
Para a investigação microbiológica das superfí-
cies da parede, chão e bancada, a coleta foi condu-
zida por um swab pré-umedecido em água destilada 
estéril, sendo posto em contato sobre a área espe-
cífi ca de um quadrante de 30X30 cm2. Seguiu-se 
com a inoculação imediata do mesmo na superfície 
de meio de cultura contendo BHI e incubação a 
35ºC por 24 horas. Na etapa subsequente do expe-
rimento, o equipamento gerador de O3, localizado 
no chão da parte central das salas, foi ligado por 
uma hora, e a área de investigação mantida fechada 
e lacradas durante todo o procedimento de sanitiza-
ção, sem qualquer interferência. Ao término deste 
período, novas coletas foram realizadas, utilizando-
-se um outro swab, agora, submetido ao contato da 
superfície diametralmente oposta do quadrante, se-
guindo-se os procedimentos de análise como da pri-
meira etapa. A fi gura 1 ilustra as áreas investigadas, 
bem como a disposição do aparelho gerador de O3. 
Quadro 1. Modelos GEO 20000/AR-TD (Mod.I) e GEO 20000/
AR (Mod.II)
Especifi cações técnicas GEO 20000–AR/TD (Mod.I) GEO 20000/AR (Mod.II)
Vazão (m3/h)/ppm ozônio 200/2,0 ppm 100/2,1 ppm
Umidade relativa máxima (%) 75 75
Temperatura de trabalho (°C) 6 – 35 5 – 40
Potência nomin al (W) 135 127
Tensão de alimentação (V) 127 110
Peso (kg) 5,40 4,9
Área máxima de trabalho (m2) 300 300
Dimensões (cm) 18x30x47,5 18x30x37
M3/H – Metro cúbico por hora; % - Porcentagem; °C – Grau Celsius; W – Watt; V – Volt; KG – Kilograma; 
M2 – Metro quadrado; CM – Centímetro; PPM – Partes por milhão
Figura 1. Figura ilustrativa da disposição do ozonizador e 
pontos coletados 
mentos conduzidos pelos dois equipamentos I e 
II ocorreram em um intervalo de 6 meses. 
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As amostras de ar ambiente foram coletadas por 
meio da técnica de sedimentação simples, antes e 
após uma hora de exposição do gás O3, e consti-
tuiu um parâmetro de investigação, com exposição 
de placas de Petri, contendo BHI, mantidas aber-
tas por uma hora e incubação das mesmas a 35°C, 
por 24 horas (Figura 2). Registros de temperatura e 
umidade das salas foram monitorados. 
A ação antimicrobiana foi elaborada por conta-
gem das Unidades Formadoras de Colônias (UFC) 
na superfície da placa de Petri, do inóculo oriundo 
das superfícies de chão, bancada, parede e ar do am-
biente, antes e após o tratamento com O3. 
A recomendação clássica e consensual dos méto-
dos seguros para desinfecção das superfícies consiste 
na limpeza prévia do local, seguida de desinfecção 
com um agente microbicida.(21) No atual estudo, as 
superfícies foram analisadas sem nenhum processo 
de limpeza prévia, pois os objetivos previam a análi-
se da redução microbiana original.  
Análise dos dados
Os dados coletados foram consolidados no softwa-
re SPSS (20.0), submetidos á análise estatística, por 
meio do teste t de student pareado para comparar as 
duas amostras, (antes e depois) e verifi car se exis-
te diferença signifi cativa de uma variável entre os 
dois grupos de interesse. O teste de Wilcoxon foi 
utilizado para verifi car de modo geral a efi ciência 
dos aparelhos ozonizadores, que consiste em um 
método não-paramétrico para comparação de duas 
amostras.
Resultados
A atividade antimicrobiana do gás ozônio foi efetiva 
para todas as áreas estudadas, com registros de redu-
ção do número de UFC, frente aos dois equipamen-
tos (Tabelas 1 e 2). 
Considerando-se a atividade do ozônio gerado 
pelo equipamento I, no chão de todas as salas, hou-
ve redução da carga microbiana (UFC) e negativa-
ção da contagem para sala 1.  Este evento também 
foi observado para as bancadas, com a exceção da 
sala 4, que manteve a mesma contagem de colônias, 
antes e após a aplicação do ozônio. Considerando-
se as paredes, 50% apresentaram redução da conta-
minação microbiana. Considerando o ar ambiental 
como objeto de análise, notou-se uma redução da Figura 2. Figura ilustrativa da disposição da placa de Petri para análise do ar
Tabela 1. Apresentação numérica da UFC e percentual obtidos antes (A) e após (D) a exposição do ozônio (APARELHO I) em dez salas









































































































































A – Antes; D – Após; % - Percentagem de redução microbiana
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contaminação em sete salas, sendo que nas demais 
não foram detectados microrganismos nem antes 
(A) e após (D) a exposição do O3. 
Os resultados obtidos da atividade antimicro-
biana do gás ozônio, frente ao equipamento II estão 
apresentados na tabela 2. Novamente, ficou eviden-
te a atividade antimicrobiana, uma vez que houve 
redução da UFC para todas as variáveis estudadas, 
como ar e superfícies, antes e após a exposição do 
gás O3. Foi observada apenas em duas salas (4 e 9) a 
manutenção do número de UFC para os dois tem-
pos de investigação. 
Independentemente dos equipamentos, o con-
trole microbiano foi maior para as áreas de chão e 
bancada. Além disso, considerando todas as áreas 
investigadas, o Mod.I e o Mod.II apresentaram di-
ferenças estatísticas significativas (p<0,05). Quando 
avaliados separadamente, em relação a cada uma das 
superfícies e o ar ambiental, os resultados não foram 
significantes, com exceção da parede (p=0,0639) e 
bancada (p=0,1267), respectivamente.
Ressalta-se que os equipamentos I e II apresen-
tam vazão de gás ozonizado e concentração distintos, 
isto é, de 200 e 100 m3/h - 2,0 e 2,1 ppm de gás 
ozônio, respectivamente. Os registros de temperatura 
e a umidade das salas mostraram valores médios de 
21 ºC e 58% para os dois momentos de investigação.
Discussão 
Esta pesquisa possui limitações associadas ao dese-
nho de estudo (experimental-laboratorial e trans-
versal). A condição ambiental das salas laboratoriais 
foi considerada como parâmetro de análise e infe-
rência para o ambiente hospitalar. No entanto, isto 
não descaracteriza a importância da pesquisa como 
protótipo para a avaliação da ação microbiológica, 
em dois tempos de investigação, antes a após a ex-
posição do ozônio. Neste sentido, os pesquisadores 
pretenderam mimetizar a realidade de ambientes, 
quanto à ocorrência de microrganismos presentes 
em superfícies e no ar, introduzir o processo de sa-
nitização, para depois desenvolver protocolos de hi-
gienização ambiental. 
A aplicabilidade prática do gás O3 em ambiente 
hospitalar pode melhorar a condição microbiológi-
ca, prevenindo e podendo contribuir para a redução 
das taxas de IRAS. Além disso, a característica por-
tátil do equipamento torna o processo de sanitiza-
ção móvel e factível para monitoramento de áreas 
hospitalares específicas.
Já é conhecido que o O3 faz parte da rotina de 
desinfecção e sanitização de outros ambientes,(22) 
com controles para bactérias e fungos.(15,17) No en-
tanto, este estudo vem expandir o que já se sabe 
sobre o gás, uma vez que a negativação do cresci-
mento microbiano, ou redução da contagem de 
UFC em placas após a exposição do gás O3 para 
qualquer superfície analisada, em comparação ao 
grupo controle, comprova a eficácia do compos-
to químico nos processos de controle microbiano. 
Evento semelhante foi narrado na descontaminação 
de sala cirúrgica de um Hospital Veterinário.(14) Nos 
dois estudos, fica evidente o potencial do gás O3 no 
processo de desinfecção de ambiente, uma vez que 
Tabela 2. Apresentação numérica da UFC e percentual obtidos antes (A) e após (D) a exposição do ozônio (APARELHO II) em dez salas









































































































































A – Antes; D – Após; % - Percentagem de redução microbiana
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a diminuição na contagem de aeróbios mesófilos, 
bolores e leveduras ocorreu com frequência.
Considerando-se o processo de eliminação mi-
crobiana pelo gás O3, é conhecido que a destruição 
celular se dá por oxidação de elementos estruturais, 
sem especificidade a alvos presentes na célula bac-
teriana ou fúngica.(18) Neste sentido, organismos 
multirresistentes podem ser eliminados, com ampla 
vantagem, se comparados aos métodos de desinfec-
ção mecânica com desinfetantes líquidos de superfí-
cies ambientais em Estabelecimentos de Assistência 
à Saúde (EAS), incluindo o ambiente  hospitalar, 
onde é comum a utilização de outros compostos 
químicos na forma líquida.
São fundamentais nas pesquisas epidemioló-
gicas, amostras biológicas que indicam o ambien-
te ou superfícies como prováveis reservatórios na 
transmissão de IRAS.(23,24) Nos hospitais, a limpeza 
terminal é feita abrangendo áreas e superfícies pró-
ximas ou em contato com o paciente, após a saída 
do mesmo, seja por óbito, transferência ou término 
de isolamento,(24-27) e, apesar dos esforços, nem sem-
pre o resultado dos processos de L/D é satisfatório.
(28,29) O uso do gás O3 na pesquisa traz comprovação 
científica sobre o potencial controle microbiano, 
desta forma, o O3 mostra-se um composto capaz de 
ser utilizado como procedimento de sanitização de 
ambientes constituintes da área da saúde.
Nesta pesquisa, foram observadas diferenças entre 
dois equipamentos geradores de gás O3, em relação ao 
potencial antimicrobiano sobre as mesmas condições 
na sanitização de ambientes, com destaque à vazão e 
potência nominal dos aparelhos. Os resultados mos-
traram diferenças significativas para alguns parâme-
tros, porém, de modo geral, de um modelo para outro, 
o potencial sanitizante foi próximo. Protocolos inova-
dores poderão ser criados com o objetivo de melhorar 
o padrão antimicrobiano aqui detectado.
Os valores de UFC de uma sala para outra 
apresentaram diferenças. Isso mostra que um am-
biente nem sempre apresenta as mesmas condições 
microbiológicas, evento esperado, considerando-se 
o ambiente hospitalar. Com a delimitação de áreas 
investigadas, antes e após o tratamento com o gás 
O3, tem-se apenas uma amostragem de área da su-
perfície, o que não garante que em toda extensão, 
os resultados seriam os mesmos. Mais uma vez, a 
prática de sanitização pelo ozônio, gerado por equi-
pamento portátil, certamente viabiliza a implanta-
ção de novas medidas de controle microbiano no 
ambiente hospitalar.
As superfícies do chão e bancadas apresentaram 
maior contagem no número de UFC, e, ao mesmo 
tempo, corresponderam às áreas de maior inibição 
microbiana pelo ozônio. As partículas microbianas 
são densas em relação ao ar, fato que normalmen-
te contribui para a permanência de patógenos po-
tenciais no chão de ambiente nosocomial.(30) Neste 
sentido, o equipamento portátil pode ser levado 
próximo às áreas de alta contaminação ambiental e 
reduzir a carga microbiana.
Segundo a literatura, o efeito antimicrobiano 
do O3 depende de alguns fatores como o tempo de 
exposição, concentração, temperatura e umidade.(31) 
No entanto, no atual estudo, estes critérios foram 
avaliados e mantidos em igualdade de condições 
experimentais minimizando possíveis vieses. Nesse 
sentido, faz-se necessário outros estudos que consi-
derem outros parâmetros de temperatura, da umi-
dade relativa, concentração e o tempo de exposição. 
O O3, quando inalado em altas concentrações, 
pode ser tóxico, apresentando riscos à saúde res-
piratória.(32) Os dois equipamentos testados geram 
pequena quantidade de ozônio (2,0-2,1 ppm), e du-
rante a sua utilização, não devem permanecer pes-
soas no ambiente. 
Deve-se considerar a pequena importância dada 
em relação à qualificação do grupo do Serviço de 
Limpeza e Desinfecção de Superfícies em Serviços 
de Saúde, o qual possui papel essencial na redução 
das IRAS. Desta forma, é fundamental que as práti-
cas de L/D de ambientes, equipamentos e superfícies 
façam parte das Comissões de Controle de Infecção 
Hospitalar, junto com a enfermagem e serviços de 
limpeza, desenvolvendo atividades relacionadas a 
protocolos de higiene ambiental, supervisão e trei-
namento das equipes.(33,34) Outro ponto importante 
de se destacar na utilização de tecnologias que não 
utilizam a ação mecânica para realizarem a desin-
fecção de ambientes e superfícies é o fato que áreas 
adjacentes não são garantidas de serem desinfetadas, 
assim, não substituem a ação mecânica de L/D.(35) 
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Por fim, ressalta-se que a busca por novos pro-
dutos ou métodos e práticas hospitalares para de-
sinfecção de superfícies e redução da microbiota de 
ar artificialmente climatizado vem se intensificando 
ao longo do tempo, sendo o gás O3 um composto 
promissor. Ainda não há muitos estudos na litera-
tura abordando esse objeto de pesquisa, e aqueles 
que o fazem apresentam condições experimentais 
bem variadas, o que sugere a necessidade de criação 
de protocolos bem elaborados, para fins de controle 
microbiano. 
Conclusão
Nossos achados evidenciam o potencial antimicro-
biano do gás O3 produzido pelos dois equipamentos 
e os critérios descritos obedecidos garantiram uma 
ação antimicrobiana. A ozonização do ambiente 
se constitui um procedimento prático de sanitiza-
ção de superfícies e ar climatizado artificialmente. 
Depreende-se que essa tecnologia seja factível para 
utilização em diversos segmentos onde se busca a 
redução da densidade microbiana. Este recurso po-
derá compor os protocolos de sanitização de am-
bientes e superfícies hospitalares, valorizada a rapi-
dez e facilidade de execução, garantindo o controle 
de desenvolvimento microbiano, condição funda-
mental para a manutenção da qualidade ambiental 
microbiologicamente segura. 
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